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La regeneración natural es un proceso clave en la dinámica de los bosques, en el que 
intervienen diversos factores como la interacción simbiótica con hongos del suelo. Las 
ectomicorrizas son un componente esencial de los ecosistemas forestales, implicadas en la 
captación de agua y nutrientes por los árboles y en la facilitación del establecimiento de 
nuevas plántulas. En este trabajo, se caracterizaron los hongos ectomicorrícicos asociados al 
regenerado de Pinus sylvestris en parcelas del monte de Valsaín (Segovia). Se evaluó la 
estructura de la comunidad ectomicorrícica en función de la altitud y de la edad de las 
plántulas. Se analizó la micorrización, y la frecuencia y diversidad de los hongos asociados al 
regenerado, así como su distribución en función de distintas variables edáficas. La edad del 
regenerado no afectó la micorrización y la estructura de la comunidad fúngica, mientras que 
la altitud de la parcela influyó muy significativamente. Se identificaron 39 hongos distintos 
formando ectomicorrizas. Las plántulas presentaron elevados niveles de micorrización, 
aunque la altitud provocó una disminución significativa de la riqueza y diversidad de hongos 
asociados al regenerado. La altitud determinó la distribución de las especies fúngicas que fue 
dependiente del pH, la conductividad y el fósforo del suelo. 
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1. Introducción  
 
La regeneración natural es un proceso clave en la dinámica de los bosques cuyo éxito 
está condicionado tanto por las características del bosque existente (ej. masa forestal madura, 
calidad del banco de semillas), como por las condiciones meteorológicas y edáficas del medio 
(PARDOS et al. 2007). Se trata de un proceso complejo y prolongado, cuyos mecanismos 
ecológicos son aún poco conocidos, y que incluye diversos aspectos demográficos como la 
producción, viabilidad, depredación y dispersión de semillas, su germinación y el posterior 
establecimiento y crecimiento de las plántulas (BARBEITO et al. 2011). Entre los factores 
bióticos que influyen en el proceso de regeneración, cabe destacar la asociación simbiótica 
que establecen las plantas con hongos del suelo. La simbiosis ectomicorrícica (EM) consiste 
en una asociación interdependiente entre hongos y raíces, en la que la planta huésped obtiene 
del hongo agua y nutrientes y el hongo recibe de la planta hidratos de carbono derivados de la 
fotosíntesis (SMITH & READ, 1997). Los hongos EM son un componente esencial de los 
ecosistemas forestales ya que participan en los ciclos biogeoquímicos de nutrientes y la 
renovación de biomasa (VAN DER HEIJDEN & SANDERS, 2002). Pinus sylvestris L. es 
una especie forestal que establece este tipo de relaciones simbióticas, las cuales son clave para 




micorrizas, cabe destacar el incremento de la superficie de absorción de las raíces y del 
volumen de suelo explorado, así como la movilización de nutrientes limitantes del 
crecimiento vegetal, como el nitrógeno y el fósforo, lo que les permite desarrollarse en 
condiciones desfavorables (SMITH & READ, 1997). Por otro lado, las redes miceliares 
subterráneas que establecen los hongos EM pueden conectar unas plantas con otras 
condicionando el balance nutricional del ecosistema forestal y las relaciones de competencia-
facilitación que se establecen entre las plantas (VAN DER HEIJDEM & SANDERS, 2002).  
 
El funcionamiento y la dinámica de las comunidades de hongos EM así como su 
implicación en la regeneración natural son procesos, en general, poco conocidos. Estas 
comunidades fúngicas presentan patrones de distribución temporal y espacial (SMITH & 
READ, 1997), y su estructura está determinada tanto por las características climáticas y 
edáficas, como por la planta huésped mostrando distinta composición específica según la edad 
de ésta última (AUCINA et al. 2011). Las condiciones ambientales afectan directamente a la 
comunidad de hongos EM, ya que cambios en la temperatura y la humedad del aire y del 
suelo condicionan los procesos de mineralización e inmovilización de nutrientes y su 
disponibilidad (READ & PÉREZ-MORENO, 2003). Los gradientes altitudinales son 
escenarios apropiados para el estudio del efecto de las variaciones ambientales sobre las 
comunidades EM asociadas al regenerado natural (PICKLES et al. 2012). Estos estudios 
cobran particular relevancia en un contexto de cambio global, ya que una posible alteración 
de los ciclos biogeoquímicos de nutrientes del suelo puede afectar de forma directa a la 
diversidad y distribución de las especies vegetales y de sus hongos EM asociados, y al 




Los objetivos de este trabajo fueron caracterizar la comunidad de hongos 
ectomicorrícicos asociados al regenerado natural de P. sylvestris y analizar su respuesta a las 




3.1. Diseño experimental y muestreo. La zona de estudio se localizó en el Monte de 
Valsaín, en la Sierra de Guadarrama (Segovia). Las parcelas se ubicaron en un gradiente 
altitudinal con dos niveles: 1.400 m (P6-Bajo) y 1.800 m (P8-Alto) y una diferencia de 
temperatura de aproximadamente 3º C (Tabla 1). El muestreo se realizó en Junio de 2008.  






N (%) P (g/kg) K(g/kg) Tª (ºC)* 
Precipitación 
(mm)* 
Bajo 1.400 m 5,5 12,1 307,2 0,34 0,5 3,1 10,4 752 
Alto 1.800 m 4,4 14,5 370,6 0,40 0,3 2,7 7,6 977 
 
En cada nivel de altitud, se seleccionaron cuatro subparcelas (separadas > 20 m) en cada 
una de las cuales se recogieron 5 plántulas de dos clases de edad: 1 año (Clas-1) y entre 3-5 
años (Clas-2), con el sistema radical completo. Además, se tomaron muestras de suelo de los 
puntos de muestreo para analizar sus características químicas (Tabla 1). 
 
3.2. Procesado de muestras y análisis molecular. Se determinaron distintos parámetros 
biométricos de las plántulas: altura, número de raíces laterales, peso seco aéreo (PSA) y peso 
seco radical (PSR) (65º C, 48 h). El suelo se tamizó (2 mm) y se secó a temperatura ambiente 




fósforo y potasio (digestión con ácido nítrico-perclórico 5:3 (v:v) y determinación por 
espectrometría de emisión de plasma (ICP, Perkin-Elmer)). Paralelamente, con una lupa 
binocular se determinó el porcentaje total de micorrización de las plantas (raíces 
micorrizadas/total raíces cortas), y las ectomicorrizas (EM) se clasificaron en morfotipos 
según las características del manto y del micelio externo del hongo. Para cada morfotipo, se 
determinaron los porcentajes parciales de micorrización y se conservó una muestra a -20º C 
para el análisis molecular. Se extrajo el ADN de los distintos morfotipos de EM y se 
amplificó la región ITS del ADN ribosómico mediante PCR con los pares de cebadores 
ITS1F/ITS4 e ITS1F/ITS4B según las condiciones descritas por GARDES & BRUNS (1993). 
Los productos de amplificación se digirieron mediante las endonucleasas HinfI, MspI y TaqI 
(New Englad Biolabs, UK) y los patrones de restricción (RFLPs) de cada morfotipo se 
analizaron mediante electroforesis (80V) en geles de bajo punto de fusión 2,5% (v:v) en 
tampón TAE. El patrón RFLP de cada muestra (presencia/ausencia de banda), permitió crear 
una matriz de disimilaridad (índice Jaccard) y realizar el análisis de cluster mediante el 
método UPGMA (programa SPSS v15.0). En el dendrograma resultante se agruparon las 
muestras correspondientes a cada hongo o Unidad Taxonómica Operacional (OTU) y se 
seleccionó una representativa para su secuenciación. Los productos de PCR representativos de 
cada OTU se purificaron y se secuenciaron con los cebadores ITS1F/ITS4. Para obtener la 
identificación taxonómica, las secuencias resultantes se compararon con las disponibles en las 
bases de datos de Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y UNITE 
(http://unite.ut.ee). La similitud entre las secuencias se calculó mediante alineamiento 
(http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_list2.shtml). 
 
3.3. Análisis estadístico. Las variables biométricas, los porcentajes de EM y el nº de 
OTUs se analizaron mediante análisis de varianza (ANOVA) (P≤0,05). Se calculó la 
frecuencia relativa (FR) de cada OTU (frecuencia absoluta/suma de frecuencias absolutas de 
todos los OTUs), la riqueza total de especies fúngicas (S), el índice de diversidad de Shannon-
Wiener (H´) y la dominancia (D), con el programa PAST 
(http://www.folk.uio.no/ohammer/past). Los datos se analizaron por ANOVA (P≤0,05) con el 
programa R v 2.13.1 (R Core Development Team, 2008). El efecto de los factores altitud y 
clase de edad sobre la estructura de la comunidad EM se analizó utilizando los datos de 
presencia/ausencia derivados de la matriz de FR mediante el análisis de varianza 
multivariante no paramétrico ADONIS. La respuesta de la comunidad EM a las distintas 
variables ambientales se analizó por análisis de escalamiento multidimensional no métrico 




4.1. Micorrización y crecimiento de las plantas. Las plantas presentaron altos 
porcentajes de micorrización (> 89 %) y se observó un efecto significativo de la altitud 
(P=0,002), la edad (P=0,000), e interacción entre ambos factores (P=0,003) (Fig. 1a). A 
mayor altitud, las plántulas más jóvenes (Clas-1) redujeron significativamente su nivel de 
micorrización (Fig. 1a), mientras que no se detectó un efecto de la altitud sobre las de mayor 
edad (Clas-2). Por otro lado, las plantas de 1 año estaban más micorrizadas que las Clas-2, 
aunque sólo en la parcela baja (Fig. 1a). La mayor altitud tuvo un efecto negativo sobre el 
número de hongos por planta, especialmente en el caso de las de mayor edad (Fig. 1b). El 
número de OTUs por planta fue significativamente mayor en las plantas Clas-2 que en las 






Figura 1. Efecto de la altitud y la edad de la planta sobre (a) el porcentaje de micorrización y (b) el número de OTUs por 
planta de Pinus sylvestris. Para cada tratamiento de altitud (Bajo=1400m/Alto=1800m) el asterisco denota diferencias 
significativas entre tratamientos de edad (Clas-1= 1 año/Clas-2=3-5 años). Para cada tratamiento de edad, distintas letras 
denotan diferencias significativas entre los tratamientos de la altitud (P≤0,05) 
En cuanto al crecimiento, no se detectaron diferencias de altura de las plantas debidas a 
la altitud (Tabla 2). En la parcela mas elevada, para las plantas Clas-1, tanto el número de 
raíces laterales como el peso seco aéreo y radical fueron significativamente mayores que en la 
parcela mas baja, mientras que para las plantas de mayor edad no se observaron diferencias 
significativas debidas a la altitud. Como era esperable, todos los parámetros fueron 
significativamente mayores en las plantas Clas-2 en comparación con las Clas-1 (Tabla 2). 
Tabla 2. Desarrollo de las plántulas de Pinus sylvestris. Para cada variable y por cada clase de edad, letras distintas 
denotan diferencias significativas entre tratamientos de altitud (P≤0,05). Para una misma altitud, los asteriscos denotan 
diferencias significativas entre tratamientos de clase de edad (P≤0,05). Datos = medias ± error estándar. 
  1 año (Clas-1) 3-5 años (Clas-2) 
  Bajo (1.400 m) Alto (1.800 m) Bajo (1.400 m) Alto (1.800 m) 
Altura (cm)   5,5 ± 0,3 a   5,0 ± 0,2 a   9,1 ± 0,9 a* 10,1 ± 0,9 a* 
Raíces laterales (nº) 18 ± 3 a 49 ± 6 b   95 ± 13 a* 120 ± 14 a* 
PSA (mg) 33 ± 3 a 49 ± 4 b 340 ± 62 a*  395 ± 93 a* 
PSR (mg) 12 ± 2 a 34 ± 4 b 250 ± 58 a* 220 ± 61 a* 
 
4.2. Identificación de hongos EM. Se identificaron un total de 39 hongos distintos 
formando ectomicorrizas con el regenerado de P. sylvestris (Tabla 3), 82% Basidiomycetes y 
18% Ascomycetes. El 41% de los hongos eran especies raras presentes en una sola planta 
(Tabla 3). El 23,1% de los OTUs se identificó a nivel de especie, el 23,1% de género y 51,6% 
de familia, quedando un 2,6% sin asignación taxonómica. La mayor riqueza de especies se 
encontró en la familia Russulaceae con 10 OTUs (géneros Lactarius y Russula), en segundo 
lugar la familia Atheliaceae con 7 OTUs (géneros Tylospora y Piloderma), seguidas de la 
familia Thelephoraceae con 5 OTUs (géneros Tomentella y Pseudotomentella) (Tabla 3). 
 
4.3. Diversidad y estructura de la comunidad de hongos EM. La mayor altitud provocó 
una disminución significativa de la riqueza y diversidad de hongos EM asociados a las plantas 
y un aumento de la dominancia (Fig. 2). Por otro lado, el factor clase de edad no afectó a 
ninguno de estos parámetros (Fig. 2). 
 
Figura 2. Efecto de la altitud y la edad de la planta sobre (a) la riqueza, (b) la diversidad (índice de Shannon) y (c) la 
dominancia de los hongos ectomicorrícicos asociados al regenerado de Pinus sylvestris. Para cada tratamiento de edad, 
distintas letras denotan diferencias significativas entre tratamientos de altitud (P≤0,05). Para una misma altitud, los 




Tabla 3. Hongos ectomicorrícicos (EM) asociados al regenerado de Pinus sylvestris. § Talla del amplificado de la región 
ITS en pares de bases. A=Ascomycete; B=Basidiomycete; R= raro, sólo en una planta; h=espécimen de herbario. 
 
Se detectaron ajustes en la frecuencia relativa de varias especies fúngicas, 
principalmente en función de la altitud de la parcela. Concretamente, a mayor altitud sólo 
aparecía un 23 % del total de los hongos caracterizados mientras que el 87 % se encontraba en 
la parcela de menor altitud, y ambas parcelas compartían un 13 % de los hongos. A mayor 
elevación, se detectó un aumento significativo de la frecuencia de los hongos Tylospora EM-1 
(P=0,001) y Pseudotomentella tristis (P=0,05) y aparecían nuevas especies como Piloderma 
EM-10, Laccaria bicolor, EM-22 y Wilcoxina EM-14. Las frecuencias relativas de los hongos 
no cambiaron de forma significativa en función de la edad de la planta; en cada clase de edad 
del regenerado se detectó aproximadamente un 67 % del total de especies fúngicas, y ambas 
clases de edad compartían un 33 % de los hongos. Paralelamente, el análisis ADONIS reveló 
Nº Identificación tentativa ITS (pb)§ Secuencia más próxima en Genbank/UNITE Similaridad (%) 
1 EM-1 (Tylospora)
B
 638 Uncultured Atheliaceae (FN565246) 99,8 
2 Cenococcum geophilum
A
 1019 Cenococcum geophilum  (AY299214) 99,6 
3 Russula amethystina
B










 511 Uncultured EM (GQ205366) 92 
6 Pseudotementella tristis
B










 654 Uncultured EM  (GQ205365) 99,7 
9 Russula integra
B










 641 Sebacina epigaea  (AF490397) 99,5 
12 EM-5 (Piloderma)
B
 685 Uncultured Piloderma (HM488577) 97,8 
13 Russula sp-3
B















 734 Russula roseipes  (AY061716) 100 
17 Tomentella sp.
B





 780 Hydnotrya tulasnei  (GQ149455) 99,9 
19 Thelephoraceae-1
B
 709 Uncultured Thelephoraceae  (FJ013063) 99,7 
20 EM-7 (Meliniomyces)
A
 547 Uncultured Melioniomyces (GU452532) 99,5 
21 EM-9 (Piloderma)
B
 667 Ectomycorrhiza (Piloderma)  (GU452517) 97,6 
22 Russula xerampelina
B

















 Hydnum sp. (ellipsosporum)
B





























































 582 Uncultured Pezizomycotina  (EU232106) 99 
37 Russula sp.-5
B














un efecto significativo de la altitud sobre el patrón de agrupación de los hongos 
ectomicorrícicos asociados al regenerado (P=0,021), mientras que la clase de edad no tuvo 
efecto (P=0,653) y no se detectó interacción entre ambos factores (P=0,472). Estos resultados 
fueron confirmados por el análisis NMDS que separó claramente las especies fúngicas en 
función de la altitud de la parcela, pero no de la edad de la planta (Fig. 3).  
La proyección de las variables ambientales reveló que el pH (P=0,003), la 
conductividad eléctrica (P=0,015) y el contenido en fósforo (P=0,006) del suelo tenían un 
efecto significativo sobre el patrón de agrupación de las especies de hongos EM asociadas al 
regenerado, mientras que otras variables como el contenido en nitrógeno (P=0,224) o la 
materia orgánica (P=0,089) no influyeron significativamente (Fig. 3). 
 























































Figura 3. Análisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) de agrupación de los hongos ectomicorrícicos en 
función de la altitud: a) en blanco parcela Bajo 1.400 m y b) en negro parcela Alto 1.800 m, y de la clase de edad: a) 
círculos plantas de 1 año Clas-1 y b) en triángulos plantas de 3-5 años Clas2. La longitud de las flechas indica la 
importancia relativa de la variable en el agrupamiento de especies; los asteriscos denotan efecto significativo * P= 0,05 y ** 
P=0,01. CE = conductividad eléctrica, MO = materia orgánica, N = nitrógeno total, P = fósforo, K = potasio. 
5. Discusión 
 
Las condiciones ambientales de temperatura y humedad varían a lo largo de un 
gradiente altitudinal, lo que afecta de manera significativa a las características del suelo y a la 
ditribucion de las especies (BAHRAM et al. 2011). En zonas de mayor altitud, las 
condiciones climáticas generalmente son adversas, presentando temperaturas más bajas, 
menor tasa de descomposición de la materia orgánica y mayor acidez del suelo 
(KIRSCHBAUM, 2010), como se observó en las parcelas objeto de estudio. Estas 
condiciones ambientales pueden afectar tanto al desarrollo de las plantas, como a la estructura 
de la comunidad de hongos EM asociada a sus raíces (SMITH & READ, 1997).  
En nuestro estudio, la altitud no afectó negativamente al crecimiento del regenerado. 
Por el contrario, en el caso de las plántulas de un año, a mayor elevación mostraron igual 
altura pero una mayor biomasa aérea y radical, incremento que posteriormente no se mantenía 
en las plantas de mayor edad. El primer año de crecimiento de las plántulas es crítico para 
asegurar su supervivencia (PARDOS et al. 2007), por lo que la asociación simbiotica que se 
establece entre hongos y raíces puede jugar un papel clave (RINCÓN et al. 2007). En este 
sentido, bajo condiciones de menor pH y disponibilidad de nutrientes, la micorrización de las 
plantas con determinados hongos adaptados a esas condiciones ambientales, pudo favorecer 
su crecimiento mejorando la captación de nutrientes de origen orgánico, aumentando así la 




En cuanto a la comunidad de hongos ectomicorrícicos, sólo cuatro especies aparecieron 
en los dos niveles de altitud: Tylospora sp., C. geophilum, R. amethystina y R. integra. La 
distribución de las especies estaba principalmente influída por el pH, la conductividad 
eléctrica y la disponibilidad de fósforo en el suelo, aspectos directamente determinados por la 
altitud. De hecho, la riqueza y diversidad de hongos EM disminuyó drásticamente a mayor 
altitud, aumentando la dominancia de ciertas especiess como Tylospora sp. o 
Pseudotomentella tristis, probablemente acidófilas y más adaptadas a las características 
ambientales locales. Distintas especies de hongos EM son capaces de obtener nutrientes en 
forma orgánica como N y P, frecuentes a mayor altitud, donde las bajas temperaturas 
ralentizan el proceso de descomposición de la materia orgánica, lo que puede conferir una 
importante ventaja para el desarrollo de nuevas plántulas (READ & PÉREZ-MORENO, 
2003). Además, en el mayor nivel de altitud también aparecían especies fúngicas de carácter 
pionero como Wilcoxina sp. o incluso Laccaria sp. probablemente aprovechando la reducción 
de competencia con otros hongos. De este modo, las diferencias climáticas y edáficas que se 
dan a distintas altitudes, determinaron la agrupación de los hongos sobre el terreno. Así, en la 
zona a 1.400 m destacaron especies como T. coerulea, EM-2, EM-4 o Sebacina sp., mientras 
que a 1.800 m además de Tylospora sp. y Pseudotomentella tristis, lo hicieron R. roseipes y 
Piloderma sp.  
A medida que la planta hospedadora crece, la comunidad de hongos EM presente en sus 
raíces varía (AUCINA et al. 2011). En nuestro estudio, no se detectó un efecto claro de la 
edad sobre la comunidad de hongos EM, probablemente por tratarse de plántulas de edad muy 
próxima. Sólo se observaron diferencias entre las dos clases de edad a menor altitud, donde 
las plántulas de un año presentaron mayores porcentajes de micorrización que las de mayor 
edad, aunque estaban colonizadas por un menor número de hongos, hecho probablementente 
asociado a una menor disponibilidad de raíces laterales colonizables en las primeras. Por otro 
lado, la estructura de la comunidad (diversidad, riqueza, frecuencia de especies fúngicas) no 
varió entre las dos clases de edad, y algunos de los hongos presentes y frecuentes en las 
plantas de un año (ej. Tylospora sp., C. geophilum, R, amethystina, T. coerulea, EM-2, L. 
bicolor), volvían a encontrarse en las plántulas de mayor edad, lo que podría indicar que en 
las primeras etapas de establecimiento de las plántulas, hongos con alta capacidad 
colonizadora se desarrollarían de forma rápida y competitiva colonizando todo el sistema 
radical persistiendo al menos en los tres-cinco años sucesivos en los que el progresivo 




La edad de la planta no influyó sobre la estructura de la comunidad de hongos EM 
asociados, probablemente por tratarse de clases de edad próximas. Si embargo, la altitud 
condicionó las características ambientales y edáficas locales, influyendo sobre el desarrollo de 
las plantas y la estructura de la comunidad de hongos EM asociados a sus raíces.  
La altitud no afectó al crecimiento de las plántulas de 3-5 años, aunque estimuló de 
forma significativa la acumulación de biomasa en las plántulas de un año. Aunque los 
porcentajes de micorrización, la diversidad y la riqueza de especies de hongos asociados a las 
plántulas de un año fueron menores a mayor altitud, éstas mostraron el predominio de ciertos 
hongos EM probablemente mejor adaptados a las condiciones impuestas por la mayor altitud 
que pudieron ser clave para la captación de nutrientes y el mejor crecimiento de las plantas en 
estas condiciones ambientales. 
La altitud tuvo un efecto negativo sobre la riqueza y la diversidad de especies fúngicas y 




de fósforo fueron determinantes de la agrupación de las especies de hongos EM, que 
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